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RESUMO 
 
xix
Compostos farmacológicos que liberam óxido nítrico (NO) têm sido 
utilizados para avaliar o amplo papel do NO na fisiopatologia e terapêutica de 
diversas doenças. Estudos demonstram que a deficiência de NO está envolvida 
com a gênese e evolução de diversos estágios de doenças como, por exemplo, a 
hipertensão. Deste modo, a adição de uma molécula de NO em drogas 
previamente estudadas vem sendo praticada por diversos pesquisadores na última 
década. Estes pesquisadores buscam associar as propriedades farmacológicas de 
cada droga com as atividades proporcionadas pelo NO exógeno. No presente 
trabalho, comparamos a farmacocinética e a farmacodinâmica do enalapril com as 
de um nitro-derivado do enalapril (NCX899), em Beagles machos não 
anestesiados. Os efeitos do enalapril e NCX899 na hipertensão arterial, 
bradicardia e vasoconstrição periférica induzida pela inibição aguda da síntese de 
NO em cães anestesiados também foram investigados. 
Na avaliação farmacocinética, os cães receberam NCX899 (4 µmol/Kg) ou 
Enalapril (4 µmol/Kg) pela via intravenosa. Em seguida, as concentrações 
plasmáticas dos analitos e metabólitos foram quantificadas pelo método de 
cromatografia líquida de alta eficiência, acoplada à espectrometria de massa (LC-
MS-MS). No grupo NCX899, a área sob a curva (ASC0-24h) foi 29,18 ± 4,72, 229,37 
± 51,32 e 5159,23 ± 514,88 µgh/l para os analitos nitro-enalapril, enalapril e 
enalaprilato, respectivamente. No grupo Enalapril, a ASC0-24h foi de 704,53 ± 
158,86 e 4149,27 ± 847,30 µgh/l para os analitos enalapril e enalaprilato, 
respectivamente. As análises estatísticas entre os grupos demonstraram uma 
diferença significativa para o analito enalapril, mas não para o analito enalaprilato, 
o metabólito ativo. Entretanto, o NCX899 e o Enalapril foram efetivos de maneira 
semelhante na inibição da atividade da enzima conversora de angiotensina sérica.  
Em cães anestesiados, a administração intravenosa do inibidor da síntese 
de NO, o Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME; 0,1-10 mg/kg), elevou 
significativamente a pressão arterial e causou bradicardia. O composto NCX899 
atenuou significativamente a hipertensão arterial, bradicardia e vasoconstrição 
periférica, enquanto o Enalapril não apresentou efeito significativo. 
 
xx
Além disso, nossos estudos também demonstraram que o NCX899 pode 
atuar não só como anti-hipertensivo, mas também auxiliar na inibição da 
agregação plaquetária. 
Assim, concluímos que o nitro-derivado do enalapril (NCX899) apresenta 
uma relação farmacocinética/farmacodinâmica similar ao composto enalapril. No 
entanto, ao contrário do Enalapril, o NCX899 apresenta um efeito protetor nas 
alterações cardiovasculares induzidas pela inibição aguda de NO. 
 
Palavras-chave: enzima conversora de angiotensina (ECA), hipertensão, óxido 
nítrico  
 
 
xxi
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
xxii
Pharmacological compounds that release nitric oxide (NO) have been useful 
tools for evaluating the broad role of NO in physiopathology and therapeutics of 
several diseases. Studies show that lack of NO can cause several diseases such 
as hypertension. Thus, the addition of a NO molecule in drugs previously studied 
has been reported by some researchers in the last decade. They look for the 
combination of the pharmacologic properties of each drug, plus exogenous NO 
properties. This work has compared the pharmacokinetics and pharmacodynamics 
of enalapril and a NO-releasing enalapril molecule (NCX899) in conscious male 
Beagles. The effects of both enalapril and NCX899 in the arterial hypertension, 
bradycardia and peripheral vasoconstriction induced by acute NO inhibition in 
anesthetized dogs have also been investigated. 
In the pharmacokinetic evaluation, dogs received either NCX899 (4 
µmol/Kg) or Enalapril (4 µmol/Kg) intravenously. Later, the plasma concentrations 
of the analytes and metabolites were quantified by liquid chromatography coupled 
to tandem mass spectrometry (LC-MS-MS). In the NCX899 group, the area under 
time-course curve (AUC0-24h) was 29.18 ± 4.72, 229.37 ± 51.32 and 5159.23 ± 
514.88 µgh/l for the nitro-enalapril, enalapril and enalaprilat analytes, respectively. 
In the Enalapril group, the AUC0-24h was 704.53 ± 158.86 and 4149.27 ± 847.30 
µgh/l for the enalapril and enalaprilat analytes, respectively. The statistical analysis 
between both groups showed a significant difference for the enalapril analyte, but 
not for enalaprilat, the active metabolite. Moreover, NCX899 and Enalapril were 
equally effective on inhibiting the activity of serum angiotensin-converting enzyme. 
In anesthetized dogs, intravenous administration of the NO synthase (NOS) 
inhibitor Nω-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME; 0.1-10 mg/kg) significantly 
elevated arterial blood pressure with concomitant bradycardia. The compound 
NCX899 significantly attenuated arterial hypertension, bradycardia and peripheral 
vasoconstriction, whereas Enalapril had no significant effect. 
In addition, our work showed that NCX899 also has properties of inhibiting 
the activity of platelets aggregation.  
In conclusion, our results showed that the NO-releasing derivative of 
enalapril NCX899 presents a pharmacokinetic / pharmacodynamic relationship 
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similar to the enalapril compound. Moreover, different from Enalapril, NCX899 
presented protective effect in the cardiovascular alterations induced by acute NOS 
inhibition.  
 
Key words: angiotensin-converting enzyme (ACE), hypertension, nitric oxide 
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1.1 - Hipertensão Arterial 
 
A hipertensão arterial (HA) é caracterizada pelos níveis da pressão arterial 
acima dos valores de referência. Segundo o VII relatório do Joint National 
Committee On Prevention, Detection, Evaluation and Treatment of High Blood 
Pressure (2003), a classificação da pressão arterial para adultos acima de 18 anos 
pode ser definida conforme demonstrado na Tabela 1. 
 
 
Tabela 1: Classificação da pressão arterial. 
Pressão Arterial 
Classificação
Pressão Sistólica 
(mmHg) 
Pressão Diastólica 
(mmHg) 
   
   
Normal < 120 < 80 
   
Pré-hipertensão 120 - 139 80 - 89 
   
Estágio 1  140 - 159 90 - 99 
   
Estágio 2  ≥ 160  ≥ 100 
   
 
 
A HA é um dos fatores de risco mais importantes no estabelecimento e 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Este distúrbio cardiovascular afeta 
aproximadamente 1 bilhão de pessoas em todo o mundo, e cerca de 7,1 milhões 
de pessoas morrem por ano pelas complicações causadas por esta doença 
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002). No Brasil, dados obtidos pela 
Sociedade Brasileira de Hipertensão (SBH, 2005), revelam que 20% da população 
brasileira são hipertensas, ou seja, um em cada cinco habitantes é portador dessa 
patologia. 
A prevalência da HA aumenta progressivamente com a idade, em ambos os 
sexos. A estimativa é que metade das pessoas que têm entre 60 e 69 anos e 
cerca 3/4 da população acima de 70 anos são afetadas pela doença (SBH, 2005).  
Apesar da ampla expansão no desenvolvimento de medicamentos anti-
hipertensivos, a HA ainda continua sendo a doença cardiovascular mais comum a 
levar a morbidade e a mortalidade. 
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Embora não exista cura para a HA, é possível um controle eficaz, baseado 
na reformulação de hábitos de vida ou na utilização de medicamentos, permitindo 
ao paciente uma melhor qualidade de vida. 
O tratamento medicamentoso da HA visa a prevenção primária de doenças 
cardiovasculares e renais, e não o controle de sintomas. Os fármacos 
rotineiramente utilizados para controle anti-hipertensivo podem ser classificados 
em diuréticos, antagonistas adrenérgicos, bloqueadores dos canais de cálcio, 
vasodilatadores e antagonistas do sistema renina-angiotensina. Atualmente, entre 
os agentes anti-hipertensivos, nitratos, doadores de NO, e drogas que interferem 
com o sistema renina-angiotensina-aldosterona demonstram oferecer uma grande 
ferramenta no controle da pressão arterial (VAN BORTEL et al., 2001; RUILOPE e 
SCHIFFRIN, 2001; TADDEI et al., 2002). 
 
 
1.2 - Fisiopatologia da Hipertensão Arterial 
 
O desenvolvimento de HA depende da interação entre predisposição 
genética e fatores ambientais, embora ainda não seja completamente conhecido 
como estas interações ocorrem. Sabe-se, no entanto, que a hipertensão é 
acompanhada por alterações funcionais do sistema nervoso autônomo simpático, 
da atividade renal, do sistema renina-angiotensina, além de outros mecanismos 
humorais e disfunção endotelial (BURKE et al., 1996; SALEH e JURJUS, 2001; 
LECLERCQ et al., 2002). Assim, a hipertensão resulta de várias alterações 
funcionais e estruturais do sistema cardiovascular, que tanto amplificam o estímulo 
hipertensivo como causam dano cardiovascular. 
A rigidez arterial é uma das alterações que aumentam a pressão arterial, 
sendo rapidamente seguida pela ativação do sistema nervoso autonômico. 
Associado com este processo está o aumento da liberação de catecolaminas e 
alterações nas atividades dos baroreceptores (ESLER, 2002). Esta resposta é 
caracterizada pela elevação da pressão arterial, ocasionando perda da função 
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endotelial responsável pela determinação da resistência periférica total (PLANTE, 
2002). 
A manutenção, bem como a variação da pressão arterial, foram melhor 
compreendidas após estudos realizados na camada de células endoteliais que 
revestem todo sistema vascular (FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980). O endotélio 
vascular possui um papel fundamental na regulação basal e dinâmica da 
circulação. Desta forma, esta monocamada celular pode estar envolvida na 
patogenia da hipertensão. O endotélio vascular não se comporta apenas como 
uma barreira passiva que impede a livre saída das células sangüíneas e proteínas 
para os tecidos, mas também sintetiza e libera uma série de substâncias que 
controlam as células musculares lisas subjacentes, tais como as prostaglandinas, 
o tromboxano, as endotelinas e o óxido nítrico (MONCADA et al., 1987; 
YANAGISAWA et al., 1998; STANKEVICIUS et al., 2003; COCKCROFT, 2005).  
O óxido nítrico (NO) é um mediador sintetizado e continuamente liberado 
pelas células endoteliais, com importante papel na fisiologia da musculatura lisa 
vascular. Esta substância controla o tônus dos vasos sangüíneos periféricos. A 
inibição sistêmica da síntese de NO ou o seqüestro de NO causam um estresse 
oxidativo, levando a um aumento da pressão arterial (SPIEKER et al., 2006).  
Os rins também desempenham importante papel no controle da pressão 
arterial. Mecanismos renais estão envolvidos na patogênese da hipertensão, tanto 
através de uma natriurese alterada, levando à retenção de sódio e água, quanto 
através da liberação alterada de fatores que aumentam a pressão arterial, como a 
renina (MULLINS et al., 2006).  
A renina é uma enzima que se encontra no sistema renina-angiotensina, e 
está envolvida na cascata do controle fisiológico da pressão arterial e no controle 
de sódio e água. O sistema renina-angiotensina apresenta importantes 
implicações no desenvolvimento da hipertensão renal, e deve estar envolvido na 
patogênese da hipertensão arterial essencial. O papel do sistema renina-
angiotensina-aldosterona no coração, vasos e rins, é mediado pela produção ou 
ativação de diversas substâncias vasoativas, como a angiotensina II, que induz 
vasoconstrição e hipertrofia celular (MULLINS et al., 2006). 
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1.3 - Sistema Renina-Angiotensina 
 
O sistema renina-angiotensina (SRA) desempenha importante função no 
desenvolvimento de hipertensão arterial, aterosclerose, e de outras doenças 
cardiovasculares (LEU et al., 2004). 
Fatores que reduzem a pressão arterial, como a diminuição no volume 
sangüíneo ou da resistência periférica total, permitem a ativação da liberação de 
renina (PAUL et al., 2006). A renina é liberada das células justaglomerulares 
renais e catalisa a formação de angiotensina I (Ang I) a partir da proteína 
angiotensinogênio. A Ang I é rapidamente convertida em angiotensina II (Ang II) 
através da enzima conversora de angiotensina (ECA), encontrada principalmente 
nos vasos pulmonares (Figura 1; FISCHER et al., 2002; PAUL et al., 2006).  
 
NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-COOH
Angiotensina II
NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-lle-His-Ser-R
Angiotensinogênio
NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-COOH
Angiotensina I
Endopeptidase
Renina
ECA
Angiotensina IIIAminopeptidase
Angiotensina 1-7
ECA2
 
 
Figura 1: Formação dos peptídeos de angiotensinas. 
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A Ang II é um octapeptídeo com papel central na homeostasia 
cardiovascular. Atua sobre diversos tecidos como a glândula supra-renal, o rim, 
cérebro, coração, células musculares lisas e sistema nervoso simpático. 
Classicamente, a Ang II é conhecida como um hormônio sistêmico regulador da 
pressão arterial, da liberação de aldosterona e da reabsorção de água e sódio 
pelos túbulos renais. A Ang II exerce seus efeitos biológicos através da ligação a 
dois subtipos principais de receptores de membrana: AT-1 e AT-2 (CAREY, 2005). 
A Ang II pode sofrer a ação das aminopeptidases, formando a angiotensina III, e 
ação da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), produzindo a angiotensina 
1-7 (Ang 1-7; Figura 1; FERRARIO et al., 2005; FLEMING, 2006).  
Semelhante à ECA, a ECA2 está presente em uma variedade de células e 
tecidos, como no rim e coração (FLEMING et al., 2005). A Ang 1-7 é um ativo 
componente do SRA formado a partir da Ang II pela ação da ECA2. Estudos 
relatam que este heptapeptídeo não só se opõe à atividade vasoconstritora da 
Ang II, como também é um agente anti-arritimico, e protege o miocárdio das 
lesões cardíacas após reperfusão. Além disso, a Ang 1-7 pode inibir o estresse 
oxidativo e agir como um agente anti-inflamatório (FERRARIO et al., 2005; 
SIMOES e SILVA et al., 2006). 
A descoberta de uma nova Ang II gerada via quimase de mastócitos tem 
sugerido novas funções biológicas para a Ang II (MIYAZAKI e TAKAI, 2006). A 
quimase é uma proteína sérica sintetizada nos grânulos de mastócitos, e liberada 
principalmente após a migração dessas células para tecidos lesados (CAUGHEY 
et al., 1990; URATA et al., 1990). Estudos em humanos e em animais demonstram 
que a atividade da quimase é aumentada em caso de aneurisma na aorta, e seu 
inibidor previne o desenvolvimento de aneurisma em cães. A quimase também é 
ativada em caso de doenças cardíacas. Em hamster, o inibidor da quimase reduz 
a mortalidade após infarto agudo do miocárdio e fibrose cardíaca (MIYAZAKI et 
al., 2006; KANEMITSU et al., 2006). Outros estudos demonstram que inibidores 
da quimase são efetivos na prevenção local das desordens cardiovasculares, sem 
afetar a pressão arterial sistêmica (KIRIMURA et al., 2005). 
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O SRA tornou-se um alvo freqüente e preferencial para intervenção 
farmacológica, tanto para o tratamento da hipertensão arterial, como da 
insuficiência cardíaca (TIMMERMANS et al., 1991; SLEIGHT, 2001). Entre as 
diversas drogas que intervêm neste sistema, pode-se destacar os inibidores da 
ECA (TREVETHAN CRAVIOTO, 2001). 
 
1.3.1 - Inibidores da ECA 
 
Os inibidores da ECA (iECA) podem ser classificados em três grupos: (1) 
grupo formado pelo radical sulfidril, composto basicamente pelo captopril; (2) 
grupo formado pelo radical carboxil, composto pela maioria das substâncias: como 
o enalapril, lisinopril, benazepril, quinapril, ramipril, entre outros; (3) grupo formado 
pelo radical fosforil, composto pelo fosinopril (HARDMAN e LIMBIRD, 2006). 
A origem dos iECA vem dos estudos de FERREIRA em 1965 com o veneno 
obtido da cobra Bothrops jararaca. Nesse veneno foi identificado um nonapeptídeo 
capaz de inibir a ECA. A partir do reconhecimento do potencial terapêutico da 
inibição da ECA e da estrutura molecular dessa enzima, foi desenvolvido um 
modelo zinco-metaloprotéico do seu sítio ativo. Uma série de iECA foram criados, 
e vêm sendo utilizados na prática médica (SMITH e VANE, 2003). 
Os iECA pertencem a uma classe de fármacos anti-hipertensivos que 
atuam sobre o SRA, inibindo a enzima ECA e impedindo a conversão da Ang I em 
Ang II. Assim, como não há formação de Ang II, também não há vasoconstrição e 
nem a retenção de água e sódio. Desta forma, os iECA controlam o aumento da 
pressão arterial (RIBEIRO e MUSCARÁ, 2001). 
 
1.3.1.1 - Maleato de enalapril 
 
O maleato de enalapril foi o primeiro inibidor da ECA não-sulfidrílico 
oralmente ativo. É uma pró-droga que, após a ação de esterases circulantes e 
hepáticas, requer uma hidrólise para formar seu metabólito di-ácido ativo, o 
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enalaprilato, o qual não é absorvido a partir do trato gastrointestinal (PATCHETT, 
1984). 
No homem, os parâmetros farmacocinéticos do enalaprilato são: a meia-
vida de eliminação inicial (T1/2α) de aproximadamente 5 horas, a meia-vida 
terminal (T1/2β) de cerca de 30 a 35 horas, e volume de distribuição de 
aproximadamente 1,7 l/Kg. O enalaprilato é eliminado através da secreção tubular 
e filtração glomerular. Assim, doses reduzidas são indicadas para pacientes com 
complicações de origem renal. Estudos demonstram que a EC50 (concentração 
sérica que causa 50% da inibição da ECA circulante) do enalaprilato em 
voluntários sadios, situa-se entre 5 e 20 µg/l, com máximos níveis de inibição entre 
3 e 5 horas após a administração de uma única dose de 20 mg de maleato de 
enalapril (RIBEIRO e MUSCARÁ, 2001). 
O enalapril vem sendo utilizado no tratamento da hipertensão essencial, da 
insuficiência cardíaca crônica estável, do infarto do miocárdio, da nefropatia 
diabética e na redução dos níveis arteriais pressóricos (TABACOVA e KIMMEL, 
2001; SONG e WHITE, 2002; BARNETT, 2006).  
Recentes estudos demonstram que os iECA, como o enalapril, também 
atuam como agonistas de receptores de bradicinina (B1) estimulando a produção 
de óxido nítrico, o qual contribui com o efeito anti-hipertensivo dos iECA 
(IGNJATOVIC et al., 2002; IGNJATOVIC et al., 2004; DE GENNARO COLONNA 
et al., 2005; SKIDGEL et al., 2006).  
 
 
1.4 - Óxido Nítrico 
 
Outro importante componente no grande estudo da hipertensão arterial está 
a disfunção endotelial. Um dos principais mediadores envolvidos com a 
homeostasia vascular foi identificado em 1980 por FURCHGOT e ZAWADSKI, e 
denominado de óxido nítrico (NO). 
O NO é sintetizado pelas enzimas NO sintase (NOS), que catalisam a 
oxidação do nitrogênio do grupamento guanidino da L-arginina. O NO e a L-
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citrulina são formados em duas etapas (Figura 2), sendo a primeira delas a 
formação do intermediário Nω-hidroxi-L-arginina (MARLETTA, 1988; MARLETTA, 
1993; IGNARRO e MURAD, 1995; KERWIN et al., 1995). Três isoformas de NOS 
(NOS I, II e III) são codificadas por três genes diferentes, e podem ser 
classificadas em duas famílias: NOS constitutivas (NOS I e NOS III) e NOS 
induzível (NOS II; BURCKDORFER, 2005). 
 
NH
COOH
NH2
NH
NH2
NH
COOH
NH2
NH2
NOH
NH
COOH
NH2
NH2
O
NADPH
O2 H2O
1/2 NADPH
O2 H2O
+ NO.
L-Arginina Nω-hidroxi-L-Arginina L-Citrulina
 
 
Figura 2: Síntese enzimática do NO a partir da L-arginina pela ação da NOS. 
 
Uma vez produzido, o NO difunde-se facilmente da célula geradora para a 
célula alvo, onde interage rapidamente com moléculas específicas. Sua atuação é 
principalmente local, devido ao fato de possuir uma meia-vida de curta duração no 
espaço extra-celular antes de ser convertido em nitrito e nitrato pelo oxigênio e a 
água. De modo geral, o NO reage com o ferro na sua forma reduzida (Fe+2), que é 
encontrado em determinadas proteínas, como, por exemplo, a guanilato ciclase 
solúvel (GCs, GERZER et al., 1982; IGNARRO et al., 1982; OHLSTEIN et al., 
1982). A ligação do NO ao grupamento heme da GCs causa grande aumento da 
sua atividade catalítica, acelerando a velocidade de formação de monofosfato 
3’,5’-cíclico de guanosina (GMPc) a partir do trifosfato de guanosina (GTP). O 
GMPc, um nucleotídeo cíclico, modula a atividade de proteínas quinases 
específicas, regulando diversos processos intracelulares que resultam no 
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relaxamento do músculo liso vascular (RAPOPORT e MURAD, 1983; 
BRUCKDORFER, 2005). 
 
 
1.4.1 - Óxido nítrico e hipertensão arterial 
 
O NO é conhecido como um potente vasodilatador (IGNARRO et al., 1981; 
HUANG et al., 1995), além de inibir a adesão (RADOMSKI et al., 1987) e 
agregação (RADOMSKI et al., 1990) plaquetária. O NO também otimiza a 
regulação do fluxo sangüíneo na microcirculação (MONCADA e HIGGS, 2006a). 
No coração, o NO derivado do endotélio modula o relaxamento do miocárdio e a 
função diastólica, reduzindo o consumo de oxigênio (JONAS e KACZMAREK, 
1996; SHAH, 2000; LECLERCQ et al., 2002). Diversos estudos têm demonstrado 
que a disfunção endotelial na hipertensão essencial está associada com resposta 
do efeito mediado pelo NO (NASEEM, 2005; SPIEKER et al., 2006). Por este 
motivo, sua relação com a hipertensão essencial tem sido alvo de intensas 
investigações. 
Nas investigações dos mecanismos envolvendo o NO, foram realizados 
estudos com compostos estruturalmente análogos à L-arginina, que produz efeito 
competitivo para inibir a NOS. Inicialmente, foi observado que a Nω-monometil L-
arginina (L-NMMA) era capaz de inibir a síntese de NO, e que este efeito era 
caracterizado pelo fato de ser dependente da dose e de ser específico para a 
forma levógera (PALMER et al., 1988; REES et al., 1989). 
Em 1989, Vallance e colaboradores realizaram a infusão intra-arterial do 
inibidor da NOS, a L-NMMA, demonstrando que o NO endógeno contribuiu para o 
restabelecimento do tônus arteriolar e mediou a vasodilatação induzida pela 
acetilcolina em humanos. A redução do fluxo sangüíneo também foi observada em 
resposta ao mesmo inibidor da síntese de NO (L-NMMA) em pacientes 
hipertensos, quando comparada a indivíduos normotensos (CALVER et al., 1992). 
Este trabalho sugere que o estado de vasodilatação ativa, mediada pela contínua 
liberação de NO, estaria reduzido na hipertensão arterial essencial.  
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Outros trabalhos também demonstraram que a produção contínua de NO é 
essencial para a manutenção do tônus basal de diversos leitos vasculares 
(HUSSAIN, 1998; HIGASHI e CHAYAMA, 2002), estabelecendo uma homeostase 
vascular através da atividade constante de vasodilatação da célula muscular lisa 
(MONCADA e HIGGS, 1993). 
Posteriormente, outros compostos inibidores da NOS foram sintetizados 
para aumentar as ferramentas farmacológicas utilizadas nos estudos com o óxido 
nítrico, e dentre eles destacam-se: Nω-nitro-L-arginina (L-NNA, WANG e PANG, 
1990), a sua forma metilada Nω-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME, MOORE et 
al., 1990), e N-iminoetil-L-ornitina (L-NIO, MÜLSCH e BUSSE, 1990). 
A inibição da síntese de NO pode levar a alterações hemodinâmicas, como 
hipertensão arterial acompanhada de lesões isquêmicas cardíacas (MORENO et 
al., 1996) e renais (RIBEIRO et al., 1992; BAYLIS et al., 1992). In vivo, como 
demonstrado por ZAPPELLINI e colaboradores (1996), a inibição aguda da 
síntese de NO utilizando Nω-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) induz 
hipertensão arterial em cães anestesiados. A hipertensão arterial decorrente do 
aumento da resistência vascular sistêmica também é observada em outras 
espécies animais, tais como: ratos (GARDINER et al., 1990), coelhos (KLABUNDE 
et al., 1991), gatos (BOWER e LAW, 1993) e humanos (STAMLER et al., 1994). 
Por outro lado, a inibição da síntese de NO resulta na queda do débito cardíaco 
(GARDINER et al., 1990).  
Atualmente, drogas que modulam a via do NO são grandes ferramentas no 
controle da pressão arterial e de doenças cardiovasculares. Como exemplos, 
pode-se citar os nitratos orgânicos que liberam após ação enzimática o NO 
diretamente na parede vascular (BODE-BOGER e KOJDA, 2005); a L-arginina, 
substrato da NOS que promove a formação de NO e L-citrulina (MONCADA e 
HIGGS, 2006b); os ativadores diretos de GCs, como o YC-1, que potencializa a 
estimulação induzida pelo NO (KO et al., 1994); e o beta-bloqueador, nebivolol, 
que além de atuar farmacologicamente nos beta-receptores 1, promove a 
vasodilatação mediada pelo óxido nítrico (SULE e FRISHMAN, 2006). 
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1.5 - Novos Fármacos 
 
O desenvolvimento de novos fármacos, derivados de um protótipo ou 
pertencentes a uma determinada classe, aponta para a obtenção de moléculas 
com melhor perfil farmacocinético, ou melhor relação estrutura-atividade 
(BELLISSANT et al., 1996). 
Atualmente, pesquisadores investem em diferentes métodos para buscar 
um fármaco ideal no tratamento de doenças, ou para minimizar os efeitos 
colaterais de drogas já existentes. Para isto, novos compostos e estudos para 
modificação de drogas através da união de dois compostos, ou a implantação de 
moléculas em fármacos de referência, vêm sendo realizados. 
Os compostos farmacológicos que promovem a liberação de NO têm sido 
cada vez mais estudados, devido ao amplo papel do NO na fisiologia e terapêutica 
de diversas doenças. Assim, a adição de uma molécula de NO em drogas 
previamente estudadas, vem sendo relatada por diversos pesquisadores na última 
década, que buscam associar as propriedades farmacológicas de cada droga com 
as atividades proporcionadas pelo NO exógeno (WALLACE et al., 1994; 
BURGAUD et al., 2002; NAPOLI e IGNARRO, 2003; MARTELLI et al., 2006). 
WALLACE e colaboradores (1994) demonstraram que a adição da molécula 
de nitroxibutil em flurbiprofeno e ketoprofeno reduziu os danos nas injúrias 
gástricas ocasionadas pelos antiinflamatórios não-esteroidais (AINES), sem 
interferir nas propriedades de inibir o processo inflamatório e agregação 
plaquetária. 
O nitro-derivado do ácido acetilsalicílico (NCX-4016) foi mais eficiente que a 
aspirina na inibição da ativação plaquetária, e também apresentou efeito 
cardioprotetor em ratos (LECHI et al., 1996; MUSCARÁ et al., 2001; WALLACE et 
al., 2002). 
AL-SWAYEH e colaboradores (2000) demonstraram que o nitroparacetamol 
aumenta a atividade antinociceptiva em ratos e camundongos.  
E o nitro-derivado do naproxen, HCT-3012, reduziu a pressão arterial em 
ratos hipertensos (MUSCARÁ et al., 2000). 
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Outros estudos também vêm demonstrando as atividades do NO em 
associação com outra classe de medicamentos, como os anti-hipertensivos, 
buscando melhorar as propriedades farmacológicas de fármacos de referência 
(MARTELLI et al., 2006).  
 
1.5.1 - Novos fármacos anti-hipertensivos 
 
De forma comum a todos os fármacos, aqueles empregados no tratamento 
da hipertensão arterial possuem vantagens terapêuticas inerentes, bem como 
desvantagens. A busca por novos fármacos anti-hipertensivos que apresentam 
uma melhor especificidade, aliada a uma diminuição dos efeitos colaterais, é alvo 
de constantes pesquisas. Contudo, é plausível considerar que, quando um 
fármaco efetivo é utilizado, medidas adequadas devem ser empregadas para 
aumentar suas vantagens terapêuticas e minimizar as desvantagens. 
Atualmente, os agentes anti-hipertensivos tais como nitratos, doadores de 
NO, e drogas que interferem no sistema renina-angiotensina-aldosterona, 
apresentam grande importância no controle da pressão arterial (VAN BORTEL et 
al., 2001; RUILOPE e SCHIFFRIN, 2001; TADDEI et al., 2002). 
Estudos demonstram a existência de outros diferentes agentes doadores de 
NO, os S-nitrosotiois. Esses trabalhos relatam a investigação da união de um anti-
hipertensivo, o captopril (inibidor da ECA), com uma estrutura de S-nitrosotiois, 
formando o S-nitrosocaptopril. Pesquisadores demonstram que este composto 
consegue inibir a ECA (PARK, 1992), promove a redução da pressão arterial 
(SHAFFER et al., 1991), e pode atuar no tratamento de hipertensão pulmonar 
(TSUI et al., 2003). 
Finalmente, em 2004, IWANAGA e colaboradores demonstraram uma nova 
associação entre um inibidor da ECA, o enalapril, e uma molécula de NO, 
formando o nitro-derivado do enalapril (NCX899). Este novo composto previne a 
disfunção e remodelamento cardíaco em hamsters com insuficiência cardíaca.  
Deste modo, nosso grupo, em parceria com o laboratório NicOx (NicOx 
Research Institute - Milão - Itália), teve como objetivo analisar outras 
 
37
características farmacocinéticas e farmacodinâmicas desse novo composto, o 
nitro-derivado do enalapril (NCX899), visando desta forma ampliar o arsenal 
terapêutico no tratamento anti-hipertensivo. 
 
 
OBJETIVOS 
 
 
Objetivo Geral 
 
Avaliar as propriedades farmacológicas do NCX899 (nitro-enalapril), que é 
uma combinação entre inibidor da ECA (enalapril) e uma molécula de NO, e 
compará-las com as propriedades farmacológicas do maleato de enalapril. 
 
 
Objetivos Específicos 
 
a) Avaliação farmacocinética do NCX899 
 
- Analisar as características farmacocinéticas do maleato de enalapril e do 
NCX899 por meio do método de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 
acoplada à Espectrometria de Massa. 
 
 
b) Avaliação farmacodinâmica do NCX899 
 
- Verificar o efeito do maleato de enalapril e do NCX899 na atividade da enzima 
conversora de angiotensina. 
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- Comparar os efeitos hemodinâmicos do maleato de enalapril e do NCX899 no 
modelo de hipertensão arterial induzida pela inibição aguda de NO, em cães 
anestesiados.  
 
- Analisar a atividade in vitro do maleato de enalapril e do NCX899 na agregação 
plaquetária em amostras de sangue humano. 
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2 - MATERIAIS E MÉTODOS 
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2.1 – Animais  
 
Foram utilizados cães machos da raça Beagle provenientes do Centro de 
Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB – UNICAMP). Os 
animais foram mantidos em ambiente com temperatura e luminosidade 
controladas e alimentados com ração padrão. O protocolo experimental foi 
previamente aprovado pela Comissão de Ética na Experimentação Animal da 
UNICAMP (nº 318-1, 08/11/2001). 
 
 
2.2 - Avaliação Farmacocinética 
 
O método analítico aplicado na avaliação dos parâmetros farmacocinéticos 
e na mensuração da concentração de diferentes fármacos em matrizes biológicas 
deve ser exato, preciso e específico. Não há um consenso quanto ao melhor 
método, porém a combinação da cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC - 
High Performance Liquid Chromatography) acoplada à espectrometria de massa 
(MS - Mass Spectrometry) mostra-se de grande valor na análise de fármacos e 
seus metabólitos, substâncias endógenas polares e macromoleculares. 
 
2.2.1 - Protocolo experimental  
 
Para análise das características farmacocinéticas, os animais foram 
separados em dois grupos: grupo Enalapril (animais que receberam maleato de 
enalapril) e grupo NCX899 (animais que receberam nitro-enalapril). 
Após a administração pela via endovenosa de enalapril (4 µmol/Kg) ou 
NCX899 (4 µmol/Kg), foram coletadas amostras de sangue venoso (2 ml) em 
tubos heparinizados, nos seguintes tempos: 0:00, 0:05, 0:15, 0:30, 1:00, 1:30, 
2:00, 2:30, 3:00, 4:00, 6:00, 8:00 e 24:00 h. Ao final de cada coleta, o sangue foi 
centrifugado em 1000 g durante 10 min para obtenção do plasma. O plasma 
obtido foi congelado e armazenado a –20oC até o momento da dosagem. 
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2.2.2 - Procedimento experimental 
 
2.2.2.1 - Extração das amostras 
 
Para cada 500 µl de plasma, foram adicionados os padrões internos (50 µl 
da mistura de uma solução de enalapril-fenil-D5 e enalaprilato-fenil-D5 0,20 µg/ml), 
sendo as amostras agitadas por aproximadamente 10 segundos. Também foram 
adicionados 400 µl de uma solução de HCl 0,1% em H2O, e as amostras foram 
agitadas por mais 10 segundos. Em seguida, as amostras foram transferidas para 
colunas Oasis® HLB 1cc previamente ativadas com metanol e equilibradas com 
H2O. Após a lavagem das colunas por cinco vezes com HCl 0,1% em H2O, a 
amostra foi eluída da coluna com 500 µl de metanol 100%. O eluato foi recolhido e 
secado sob atmosfera de nitrogênio. O resíduo foi ressuspenso com 200 µl de 
água deionizada pura e agitada por 15 segundos. A solução foi transferida para 
uma placa de 96 poços e colocada no auto-injetor acoplado a um cromatógrafo 
líquido de alta pressão, com uma coluna analítica de fase reversa do tipo C8. A 
detecção das massas foi realizada monitorando-se os íons resultantes no modo 
MRM (Monitoramento de Reações Múltiplas). 
Os procedimentos apresentados foram aplicados não só na avaliação das 
amostras, mas também para a extração da curva padrão e nas amostras do 
controle de qualidade, análises realizadas para validação do método. 
 
2.2.2.2 - Análise das drogas 
 
As moléculas de nitro-enalapril (NCX899, N-[(1S)-1-(etoxicarbonil) -3-
fenilpropil] -L-alanil-L-prolina maleato de 3-nitrooxipropil éster, NicOx Research 
Institute (Milão - Itália)), enalapril (Impex Química S.A., Barcelona - Espanha), seu 
metabólito ativo enalaprilato (Sigma, Sant Louis - EUA), e os padrões internos 
deuterados (enalapril-fenil-D5 e enalaprilato-fenil-D5 (CDN Isotopes, Quebec - 
Canadá) Figura 3), foram analisadas e quantificadas através do método analítico 
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de cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao espectrômetro de massa 
(LC-MS/MS). 
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Figura 3: Estrutura química dos analitos e padrões internos. (A) nitro-enalapril; (B) 
enalapril; (C) enalaprilato; (D) enalapril-fenil-D5 e (E) enalaprilato-fenil-D5. 
 
 
2.2.3 - Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de 
massa 
 
A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) é um método de 
separação química, normalmente utilizada para a análise de fármacos em fluídos 
biológicos. Este método é usado para purificação inicial do fluído biológico 
avaliado, e como introdutor das diferentes substâncias separadas para o 
dispositivo de análise, que neste caso é o espectrômetro de massa (MS). A 
análise do HPLC acoplada à espectrometria de massa alia o poder de separação 
do HPLC à especificidade do espectrômetro de massa como detector (FOUNTAIN, 
2002; LEE, 2005). 
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As amostras biológicas são previamente tratadas antes de serem injetadas 
no HPLC, por precipitação de proteínas do soro ou plasma, extração líquido-
líquido ou líquido-sólido. O método extrativo do analisado pode ter importante 
impacto sobre a exatidão, precisão e seletividade do processo. 
Conseqüentemente um padrão interno é adicionado à amostra, no início do 
processo, para compensar perdas por transferência e variações de volume nas 
diferentes etapas (FOUNTAIN, 2002; LEE, 2005). 
Um dos métodos atualmente utilizados para o acoplamento entre a 
cromatografia líquida e a espectrometria de massa, é o “eletrospray”, que permite 
a ionização de compostos não voláteis normalmente analisados por HPLC 
(FOUNTAIN, 2002). 
Os analisadores dos espectrômetros de massa separam as espécies 
carregadas eletricamente, de acordo com a relação massa/carga de cada uma, a 
partir da qual se determinará a abundância e massa de cada espécie iônica. Um 
dos quatro tipos mais comuns de analisadores é o quadrupolo. Os íons formados 
no "eletrospray" entram no primeiro quadrupolo do espectrômetro, onde será 
separada, por potencial elétrico e rádio freqüência, apenas a molécula com a 
relação massa/carga desejada. No quadrupolo seguinte do espectrômetro, o íon 
colide com um gás inerte (argônio) e produz fragmentos também carregados. 
Estes são denominados íons filhos e são característicos para cada substância. Os 
íons filhos são separados no terceiro quadrupolo do espectrômetro, para serem 
analisados e quantificados no detector. Para cada potencial elétrico, íons de 
determinada relação massa/carga são selecionados, pois só eles atravessarão o 
quadrupolo, atingindo o detector eletrônico no final do aparelho, que poderá 
distinguir íons cuja massa difere em menos de um dálton. E todos os demais íons 
são refletidos e perdidos nas laterais do aparelho (FOUNTAIN, 2002; LEE, 2005). 
Este método analítico é altamente seletivo. Quando se tem uma mistura de 
substâncias eluídas e advindas do cromatógrafo, o primeiro quadrupolo irá separar 
somente a de massa/carga desejada. Porém, caso haja mais de uma com a 
mesma relação, a colisão que se dá no segundo quadrupolo irá formar novas 
 
44
espécies, que serão definitivamente separadas no terceiro, restando somente o 
íon desejado para o analisador. 
 
2.2.3.1 - Condições cromatográficas e espectrometria de massa 
 
Foi utilizado um sistema de HPLC modelo LC-10AVP (Shimadzu - Japão), 
que é composto de uma bomba binária, degasificador, auto-injetor, componente 
de coluna com termostato e coluna analítica (Jones Cromatography C8, 4 µm, 
100x2,1mm, i.d.). 
A fase móvel consistiu de metanol/água (55/45; v/v), 5 mM de acetato de 
amônio e 13 mM de ácido trifluoracético. O eluente do HPLC foi monitorado pelo 
espectrômetro de massa. A coluna foi operada em temperatura ambiente. A 
temperatura do auto-injetor foi mantida em 13°C e o volume de injeção foi de 10 
µl. Um frasco contendo 50% de acetonitrila em água foi previamente preparado e 
utilizado para lavar o auto-injetor quando necessário. 
A espectrometria de massa foi realizada utilizando o Quatro Micro 
(Micromass, Manchester, Reino Unido) operando em modo de ionização com 
"eletrospray" positivo (ES+, Micromass, Manchester, Reino Unido). 
 
2.2.4 - Obtenção dos parâmetros farmacocinéticos 
 
Os parâmetros farmacocinéticos avaliam a biodisponibilidade de um 
fármaco analisado, e são obtidos através das curvas de concentração plasmática 
do fármaco em relação ao tempo. 
Após a verificação preliminar dos resultados, ficou estabelecido que o 
melhor modelo para avaliação farmacocinética da droga em questão foi o modelo 
de dois compartimentos, representados pelas fases α e β. 
A equação para a determinação dos valores desses compartimentos é: 
 
  
 
 Ln(C) = ln(A)-αt + ln(B)-βt45
O valor de β, inclinação da reta, é obtido da porção linear terminal da 
concentração logarítmica natural versus o tempo da curva, e a interceptação desta 
porção linear extrapolada para o tempo zero é a concentração representada por B. 
O coeficiente β também pode ser denominado de constante de eliminação (Ke) da 
fase terminal. Os valores de A (concentração obtida pela extrapolação da reta 
para o tempo zero) e α (inclinação da reta) são obtidos pelo método de resíduos 
da fase de distribuição da droga (WELLING, 1986). 
Desta forma, podemos calcular o C0, que é a concentração plasmática 
inicial total obtida pela extrapolação da concentração para o tempo zero. Assim, 
C0 pode ser obtido somando-se os valores das concentrações A e B, as quais 
foram analisadas na equação anterior. 
A equação para a aquisição de C0 é: 
 
C0 = A + B  
 
Outro parâmetro que pode ser analisado é o volume de distribuição (Vd). O 
volume de distribuição é o volume aparente de distribuição, e não se refere 
necessariamente a nenhum compartimento identificável do corpo, e sim ao 
tamanho de um compartimento necessário para conter a quantidade total de 
fármaco no corpo, supondo que o fármaco estivesse presente em todo sistema na 
mesma concentração em que se encontra no plasma. Assim, para estimar o 
volume de distribuição após administração endovenosa, é necessário fazer a 
razão entre a dose e a concentração plasmática inicial (C0). 
A equação para a obtenção do volume de distribuição (Vd) é: 
 
 Vd = dose 
          C0 
 
A concentração plasmática máxima, Cmáx, corresponde ao pico da 
concentração plasmática após a administração de um fármaco, sendo importante 
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ressaltar que em caso de administração endovenosa, o fármaco não necessita da 
absorção para atingir a concentração plasmática máxima. 
O tempo de meia-vida (T1/2) é o tempo necessário para que a concentração 
plasmática ou a concentração do fármaco no organismo se reduza à metade (C0 
passa para 1/2 C0). 
Assim, o T1/2 de uma droga pode ser obtido através da seguinte relação: 
 
T1/2 = 0,693 
           Ke 
T1/2 = 0,693 x Vd 
                  Cl 
 ou 
 
 
O clearence (Cl), ou depuração corpórea total, é o fator que reflete a razão 
de eliminação em relação à concentração da droga. 
O Cl pode ser obtido através da seguinte equação: 
 
Cl = dose 
        ASC 
   
 
A área sob a curva (ASC0-24h), útil na mensuração da quantidade total do 
princípio ativo inalterado que atinge a circulação sistêmica, é proporcional à 
quantidade de fármaco administrado. A ASC0-24h é calculada pela integração das 
médias de área sob a curva da concentração plasmática em relação ao tempo, 
desde a administração até a última amostra coletada, aplicando-se a regra 
trapezoidal. 
 
 
2.3 - Determinação da Atividade da Enzima Conversora de Angiotensina 
(ECA) 
 
2.3.1 - Protocolo experimental 
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Para a determinação da atividade da ECA, os animais foram separados em 
dois grupos: grupo Enalapril (animais que receberam maleato de enalapril) e grupo 
NCX899 (animais que receberam nitro-enalapril). 
As amostras de sangue venoso (2 ml) foram coletadas em tubos de ensaio 
antes e após a administração pela via endovenosa de enalapril (4 µmol/Kg) ou 
NCX899 (4 µmol/Kg). As coletas foram feitas nos seguintes tempos: 0:30, 1:00, 
2:00, 3:00, 4:00, 6:00, 8:00 e 24:00 h. Após 10 minutos, o sangue foi centrifugado 
em 1000 g durante 10 min para obtenção do soro. O soro obtido foi congelado e 
armazenado a –20oC até o momento da dosagem. 
 
2.3.2 - Análise da atividade da ECA em soro por fluorimetria 
 
A determinação da atividade da ECA foi realizada através de reação 
fluorimétrica decorrente da clivagem do substrato Abz-YRK(Dnp)P (ácido ο-
aminobenzóico - peptidil - [N-(2,4-dinitrofenil) etilenodiamina]P) pela atividade da 
ECA (ARAUJO et al., 2000). Assim, para a avaliação da reação, foram colocados 
na cubeta 20 µl de amostra (soro de animais obtido antes e depois da 
administração de enalapril e/ou NCX899) e 20 µl do substrato em solução tampão 
0,1 M de Tris-HCl, pH 7,0, monitorado em 37oC, contendo 0,05 M de NaCl e 10 
µM de ZnCl2 (0,35 - 2,0 ml de volume final). As atividades enzimáticas de todas as 
amostras testadas foram analisadas pela medida de fluorescência em λem = 420 
nm e λex = 320 nm utilizando o fluorímetro Hitachi F-2000. 
 
 
2.4 - Avaliação Hemodinâmica 
 
O controle hemodinâmico inclui parâmetros determinados diretamente, tais 
como as pressões intravasculares e o débito cardíaco. Outros parâmetros foram 
calculados indiretamente por meio de fórmulas aplicativas, tais como a resistência 
vascular sistêmica e o trabalho de ejeção do ventrículo esquerdo. 
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O cateter intravascular permite a mensuração das pressões através de 
transdutores eletrônicos de pressão. Esse cateter é preenchido com líquido 
(solução salina fisiológica heparinizada) e conectado a um eletromanômetro. A 
onda de pressão intravascular é transmitida ao diafragma do transdutor. O 
transdutor, em geral, consiste de uma membrana metálica deformável, que 
transforma o impulso mecânico em elétrico, o qual, por sua vez, é amplificado por 
um monitor eletrônico, podendo ser registrado em tela ou papel. Tais transdutores 
e monitores são previamente calibrados e a pressão é dada em milímetros de 
mercúrio. A precisão do método vai depender não só da adequada calibração do 
aparelho, como também do emprego do ponto de referência zero apropriado. 
Outro cateter empregado em avaliação hemodinâmica é o cateter de Swan-
Ganz. Este cateter intravascular pode conter 3 lúmens com termistor incorporado, 
que permite monitorar a pressão arterial pulmonar, a pressão venosa central ou 
atrial e verificar o débito cardíaco pelo método de termodiluição (GANZ et al, 
1971). 
 
2.4.1 - Procedimento experimental 
 
Os cães (13 – 18 Kg, n=12) foram anestesiados com pentobarbital sódico 
(Hypnol®, 30 mg/Kg, i.v.). Após instalação da anestesia, os animais foram 
entubados com cânula endotraqueal (7,5 ou 8,0, Rüsch, Alemanha) e 
artificialmente ventilados através de respirador Takaoka, ciclado à pressão. A 
anestesia foi mantida com uma combinação de citrato de fentanila (Fentanil®, 0,01 
mg/Kg/h) e diazepam (Dienpax®, 0,25 mg/Kg/h). 
A artéria femoral esquerda foi canulada a fim de se registrar a pressão 
arterial sistêmica através do transdutor de pressão (MX-860, Mendex, EUA). A 
veia femoral esquerda foi canulada para a administração de drogas. Através da 
veia femoral direita, foi introduzido o cateter de Swan-Ganz 7F (Edwards, EUA), o 
qual foi locado na artéria pulmonar e conectado a dois outros transdutores de 
pressão (MX-860, Medex, EUA). Todos os cateteres foram preenchidos com 
salina heparinizada (10 UI/ml) a fim de evitar a formação de coágulos. Os 
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parâmetros hemodinâmicos foram visualizados continuamente em uma tela, 
utilizando-se monitor multiprogramável (SDM 2000, Dixtal, Brasil) acoplado a 
impressora, que permitiu o registro dos mesmos. 
 
2.4.2 - Protocolo experimental 
 
Os animais foram divididos nos seguintes grupos: grupo Enalapril (cães que 
receberam maleato de enalapril, 20 µg/kg/min), grupo NCX899 (cães que 
receberam nitro-enalapril, 20 µg/kg/min), e grupo Veículo (cães que receberam 
solução fisiológica). 
Após os animais terem sido anestesiados e a medida do basal coletada, a 
droga foi infundida a um fluxo de 0,5 ml/min durante 15 minutos. No final deste 
tempo, foi obtida uma nova medida dos parâmetros, e doses cumulativas de L-
NAME (0,1-10 mg/kg) foram infundidas a um fluxo de 0,5 ml/min durante 15 
minutos (para cada dose) na presença da infusão da droga em estudo. 
Subseqüentemente, após a infusão de cada dose do inibidor da NOS (L-NAME), 
foram realizadas coletas das variáveis hemodinâmicas para verificar a eficácia da 
droga. As doses de enalapril e L-NAME foram escolhidas através de experiências 
anteriores com cães anestesiados (ZAPPELLINI et al., 1996; ZAPPELLINI et al., 
1997; FARO et al., 1999). 
 
2.4.3 - Obtenção dos parâmetros hemodinâmicos 
 
Os parâmetros hemodinâmicos medidos diretamente foram: pressão arterial 
média (PAM), pressão do átrio direito (PAD), freqüência cardíaca (FC) e débito 
cardíaco (DC). 
A PAM foi monitorada através dos transdutores eletrônicos de pressão. A 
PAD foi obtida através do cateter de Swan-Ganz, e a verificação da FC foi 
realizada através do eletrocardiograma de superfície (de derivação I). 
Para a determinação do DC, foi utilizada a técnica de termodiluição. 
Inicialmente descrita por Ganz e colaboradores (1971), esta técnica consiste na 
 
50
injeção rápida de 10 ml de soro fisiológico frio (entre 0 e 5°C) através do lúmen 
proximal do cateter de Swan-Ganz. A determinação do DC é tão mais precisa 
quanto mais baixa for a temperatura do injetado (soro fisiológico). A fim de calcular 
o débito cardíaco, o método mede a mudança da temperatura do injetado à 
medida que esta coluna de líquido se desloca pelo sangue, fornecendo em 
instantes o débito cardíaco do animal em litros/minuto. 
A partir dos valores diretos dos parâmetros hemodinâmicos, foi calculada a 
resistência vascular sistêmica. 
A resistência vascular sistêmica (RVS) é um parâmetro deduzido pela 
simples relação entre a PAM subtraída da PAD, e depois dividida pelo DC. 
A equação para se obter a resistência vascular sistêmica é: 
 
    RVS = PAM - PAD x 80 
                  DC  
 
Para o cálculo da resistência vascular, 80 é o fator que transforma a unidade de 
resistência de mm/Hg/l/min para dina.s/cm5. 
 
Os resultados de DC e RVS foram expressos sob a forma de índice, no qual 
os valores foram corrigidos em função da área de superfície corporal (ASC), 
através da equação de DU BOIS (1916). 
 
 
ASC=0,0772 x altura (cm)0,725 x peso (Kg)0,25
 
 
 
Assim, o índice cardíaco (IC) corresponde ao DC por unidade de superfície 
corpórea. O índice cardíaco pode ser obtido pela seguinte equação: 
 
IC =  DC 
        ASC 
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A RVS também foi expressa em forma de índice: o índice de resistência 
vascular sistêmica (IRVS), que é obtido pela seguinte equação: 
 
IRVS = RVS X ASC  
 
 
2.5 - Agregação Plaquetária 
 
2.5.1 - Agregação plaquetária com plasma rico em plaquetas (PRP) 
 
2.5.1.1 - Procedimento experimental 
 
Sangue humano de voluntários sadios, que não receberam qualquer 
medicamento durante os 10 dias anteriores ao experimento, foi coletado em tubos 
de plástico contendo citrato tri-sódico 3,8% (9 partes de sangue para 1 parte de 
citrato). O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido coletando-se o sobrenadante 
da centrifugação do sangue total a 200 g, a 22°C por 15 min. O sangue 
remanescente foi novamente centrifugado a 2000g, em 22°C por 15min, para 
obtenção do plasma pobre em plaquetas (PPP). O sangue do mesmo indivíduo 
nunca foi utilizado mais de uma vez para o mesmo protocolo experimental. 
 
2.5.1.2 - Protocolo experimental 
 
A agregação foi monitorada utilizando-se um agregômetro de dois canais 
(Chrono-Log Corporation) calibrado para 0% com plasma rico em plaquetas (PRP) 
e 100% utilizando-se plasma pobre em plaquetas (PPP). 
Em cada ensaio, foi utilizada uma amostra de 400 µl de PRP adicionada em 
cubetas siliconizadas, mantidas sob agitação constante a 37ºC no agregômetro. 
As amostras foram mantidas nestas condições por 1 min antes da adição do 
agonista ou inibidor. A agregação foi registrada por 8 a 10 min. 
 
52
Em PRP foi utilizado ADP (adenosina difosfato) como agonista. Uma curva 
concentração-resposta de ADP (1 a 10 µM) foi realizada para determinar a 
concentração que causa a resposta sub-máxima. O efeito inibitório de NCX899 
(0,1 a 100 µM), SNP (0,1 a 100 µM) ou enalapril (10 e 100 µM) foi observado na 
agregação induzida pela concentração de ADP pré-determinada. A droga foi 
adicionada na cuveta 2 minutos antes da adição do ADP. 
A resposta do agente agregante (ADP) foi definida como a diferença na 
transmissão da luz através da amostra de PRP antes e após a adição de ADP, e 
expressada como porcentagem da máxima transmissão de luz (porcentagem de 
transmissão de luz (PPP) – transmissão de luz (PRP)). A resposta inibitória para 
NCX899, SNP e enalapril foi calculada da seguinte forma: 
 
ADP (presença de veículo) – ADP (presença da droga)   x  100%  
ADP (presença de veículo) 
 
 
2.5.2 - Agregação plaquetária com plaquetas lavadas (PL) 
 
2.5.2.1 - Procedimento experimental 
 
Sangue de voluntários sadios que não receberam qualquer medicamento 
durante os 10 dias anteriores ao experimento, foi coletado em tubos de plástico 
contendo 9 partes de sangue para 1 parte de citrato tri-sódico 125 mM, ácido 
cítrico 130 mM e glicose 111 mM (ACD-C). O sangue foi centrifugado a 200 g, a 
22°C, por 15 min, e o sobrenadante coletado (PRP-ACD-C). Foi adicionado ao 
PRP-ACD-C, tampão de lavagem com pH de 6 (NaCl 140 mM, KCl 5 mM, citrato 
de sódio 12 mM, glicose 10 mM e sacarose 12,5 mM), e o mesmo foi centrifugado 
a 800 g, a 20°C, durante 12 min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as 
plaquetas foram ressuspendidas em tampão de lavagem até o volume inicial de 
PRP, e centrifugadas novamente a 800 g, a 20°C, durante 12 min. Depois, o 
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sobrenadante foi desprezado e o “pellet” de plaquetas foi ressuspendido em 
solução de Krebs-Ringer desprovida de Ca2+ (NaCl 118 mM, NaHCO3 25 mM, 
glicose 5,6 mM, KH2PO4 1,2 mM e MgSO4.7H2O 1,7 mM) aproximadamente a 
metade do volume inicial de PRP (RADOMSKI e MONCADA, 1983). Após 
contagem manual das plaquetas em câmara de Newbauer, adicionou-se solução 
de Krebs-Ringer a fim de se obter uma suspensão com 2,0x10
8 
plaquetas/ml. 
Antes de iniciar o protocolo experimental de agregação plaquetária, foi adicionado 
CaCl2 no volume necessário para se obter uma concentração final de 1 mM. 
 
2.5.2.2 - Protocolo experimental 
 
A agregação foi monitorada utilizando-se um agregômetro de dois canais 
(Chrono-Log Corporation) calibrado para 0% com suspensão de plaquetas lavadas 
e 100% utilizando-se solução de Krebs. 
Em cada ensaio, utilizamos uma amostra de 400 µl de PL adicionada em 
cubetas siliconizadas, mantidas sob agitação constante a 37ºC no agregômetro. 
As amostras foram mantidas nestas condições por 1 min antes da adição do 
agonista ou inibidor. A agregação foi registrada por 8 a 10 min.  
Nos experimentos com PL, foi utilizada trombina humana (Tromb) como 
agonista. Uma curva concentração-resposta de trombina (10 a 100 mU/ml) foi 
realizada para determinar a concentração que causa a resposta sub-máxima. O 
efeito inibitório de NCX899 (0,1 a 100 µM), SNP (0,1 a 100 µM) ou enalapril (10 e 
100 µM) foi observado na agregação induzida pela concentração de trombina pré-
determinada. A droga foi adicionada na cuveta 2 minutos antes da adição da 
trombina. 
A resposta do agente agregante (trombina) foi definida como a diferença na 
transmissão da luz através da amostra de PL antes e após a adição de trombina, e 
expressada como porcentagem da máxima transmissão de luz (porcentagem de 
transmissão de luz (solução de Krebs) – transmissão de luz (PL)). A resposta 
inibitória para NCX899, SNP e enalapril foi calculada da seguinte forma: 
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 Tromb (presença de veículo) – Tromb (presença da droga)   x 100%  
Tromb (presença de veículo) 
 
 
2.6 - Análise Estatística 
 
Os resultados da avaliação farmacocinética foram analisados utilizando 
testes paramétricos (ANOVA), com o auxílio dos softwares WinNolin Professional 
Network Edition, version 1.5m, GraphPad Prism version 3.0 e WinStat version 3.1. 
Os resultados são expressos como média ± desvio padrão (DP), e a análise 
estatística foi realizada através do teste t de Student, onde valores de *P < 0,05 
foram considerados significantes quando comparado entre grupos.  
Para a análise dos resultados (expressos como média ± erro padrão da 
média) de atividade da enzima conversora de angiotensina utilizamos o teste t de 
Student, onde valores de *P < 0,05 foram considerados significantes quando 
comparado ao basal e valores de #P < 0,05 foram considerados significantes na 
comparação entre grupos. 
Os resultados de parâmetros hemodinâmicos (expressos como média ± 
erro padrão da média) foram analisados por one-way análise de variância seguida 
pelo teste de múltipla comparação Bonferroni. Valores de *P < 0,05 foram 
considerados significantes quando comparado ao basal e valores de #P < 0,05 
foram considerados significantes na comparação entre grupos. 
Os resultados de agregação plaquetária também foram expressos como 
média ± erro padrão da média, e a análise estatística foi realizada através do teste 
t de Student. Valores de *P < 0,01 foram considerados significantes na 
comparação do grupo NCX899 em relação ao grupo SNP e valores de #P < 0,05 e 
##P < 0,01 foram considerados significantes na comparação entre o grupo NCX899 
e Enalapril. 
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3 - RESULTADOS 
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3.1 - Avaliação da Espectrometria de Massa Quatro Micro 
 
3.1.1 - Espectro de massa 
 
Os resultados ilustrados na Figura 4 mostram os espectros de massa 
obtidos das moléculas de nitro-enalapril, enalapril, enalaprilato, dos padrões 
internos (enalapril-fenil-D5 e enalaprilato-fenil-D5) e seus fragmentos. 
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Figura 4: Espectro de massa dos principais fragmentos obtidos por MRM das 
moléculas de (A) nitro-enalapril m/z 480 (fragmento m/z 125); (B) enalapril m/z 
377,2 (fragmento m/z 303,1); (C) enalaprilato m/z 349 (fragmento m/z 206); (D) 
enalapril-fenil-D5 m/z 382 (fragmento m/z 239); (E) enalaprilato m/z 354 
(fragmento m/z 211). 
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3.1.2 - Cromatogramas 
 
As Figuras 5 e 6 demonstram típicos cromatogramas LC-MS/MS de massas 
obtidos pelo MRM em massa/carga de nitro-enalapril, enalapril-fenil-D5 (padrão 
interno), enalapril, enalaprilato-fenil-D5 (padrão interno) e enalaprilato. O tempo de 
retenção foi de 4,6, 2,8, 2,6, 2,1 e 2,1 min, respectivamente, em relação aos 
analitos citados anteriormente (Tabela 2).  
 
 
Tabela 2: Valores da massa de cada analito e de seu íon filho. 
 
Analitos MS-MS transição Tempo de retenção (min)
   
Nitro-enalapril 480 > 125 4,6 ± 0,3 
Enalapril 377 > 303 2,6 ± 0,3 
Enalaprilato 349 > 206 2,1 ± 0,3 
Enalapril-fenil-D5 382 > 239 2,8 ± 0,3 
Enalaprilato-fenil-D5 354 > 211 2,1 ± 0,3 
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Figura 5: Cromatograma HPLC-MS/MS obtido em MRM através de massa/carga 
e o tempo de retenção, representando a avaliação das amostras extraídas do 
plasma branco normal. (A) nitro-enalapril, (B) enalapril-fenil-D5 (padrão interno), 
(C) enalapril, (D) enalaprilato-fenil-D5 (padrão interno) e (E) enalaprilato. 
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Figura 6: Cromatograma HPLC-MS/MS obtido em MRM através de massa/carga 
e o tempo de retenção, representando a avaliação das amostras de plasma do 
limite inferior de quantificação (LIQ). (A) nitro-enalapril, (B) enalapril-fenil-D5 
(padrão interno), (C) enalapril, (D) enalaprilato-fenil-D5 (padrão interno) e (E) 
enalaprilato. 
 
 
3.1.3 - Curvas de calibração 
 
Foram obtidas curvas de calibração lineares e com coeficiente de 
correlação de 0,995, 0,999 e 0,999, para nitro-enalapril, enalapril e enalaprilato, 
respectivamente, como demonstrado na Figura 7. 
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Figura 7: Curvas de calibração do (A) nitro-enalapril, (B) enalapril e (C) 
enalaprilato obtidas pela áreas dos picos cromatográficos LC-MS/MS, pela 
concentração conhecida de padrão interno (0,5 - 200 ng/ml). 
 
 
 
62
3.1.4 - Demonstração do limite inferior de quantificação (LIQ) 
 
A padronização da metodologia empregada demonstrou um limite inferior 
de quantificação dos analitos nas amostras plasmáticas de 0,5 ng/ml. O LIQ foi 
definido como a mais baixa concentração na curva de calibração, o qual foi 
estabelecido após análise de 6 preparações de amostras plasmáticas. O que 
valida o valor do LIQ é a obtenção de valores de coeficiente de variação (CV) e de 
acurácia, abaixo de 15% e entre 85-115%, respectivamente (Guia da FDA). Na 
Tabela 3 estão os valores do LIQ observados em cada analito.  
 
 
Tabela 3: Valores de limite inferior de quantificação (LIQ) dos analitos. 
 
0,5 ng/ml Nitro-enalapril Enalapril Enalaprilato 
Média 0,49 0,50 0,51 
DP 0,03 0,02 0,02 
CV (%) 6,65 3,81 3,54 
Acurácia (%) 98,91 99,50 101,55 
 
 
 
3.2 - Avaliação dos Parâmetros Farmacocinéticos 
 
3.2.1 - Análise dos parâmetros farmacocinéticos do analito nitro-enalapril 
 
O traçado da curva concentração-tempo do plasma e os parâmetros 
farmacocinéticos do analito nitro-enalapril no grupo NCX899 (4 µmol/Kg, i.v.) estão 
representados na Figura 8 e na Tabela 4. Os valores de nitro-enalapril no grupo 
Enalapril não foram demonstrados, visto que todos os valores foram encontrados 
abaixo do limite mínimo de quantificação, conforme o esperado. 
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Figura 8: Curva concentração-tempo da média da concentração do analito nitro-
enalapril ({) em plasma de cão do grupo NCX899 (4 µmol/Kg, i.v., n=5). Os 
valores são expressos em média ± DP. 
 
 
Tabela 4: Valores dos parâmetros farmacocinéticos do analito nitro-enalapril 
analisadas em plasma de cão do grupo que recebeu NCX899 (4 µmol/Kg, i.v., 
n=5). Os valores são expressos como média ± DP. 
 
 Analito Nitro-enalapril 
Parâmetros NCX899 
Co (µg/l) 173,54 ± 29,13
Cmax (µg/l) 82,81 ± 18,15 
ASC0-24h (µgh/l) 29,18 ± 4,72 
T1/2 (h) 0,12 ± 0,02 
Vd (l/kg) 11,82 ± 2,32 
Cl (l/h/kg) 69,92 ± 11,32 
 
 
 
64
3.2.2 - Análise dos parâmetros farmacocinéticos do analito enalapril 
 
O traçado da curva concentração-tempo do plasma e os parâmetros 
farmacocinéticos do analito enalapril provenientes dos grupos Enalapril (cães que 
receberam 4 µmol/Kg de maleato de enalapril, i.v., n=5) e NCX899 (cães que 
receberam 4 µmol/Kg de nitro-enalapril, i.v., n=5) são demonstrados na Figura 9 e 
Tabela 5. Os valores de ASC0-24h, C0 e Cmáx para o analito enalapril foi 
significativamente menor (P < 0,05) no grupo NCX899 quando comparado ao 
grupo Enalapril. Entretanto, os parâmetros de Ke e T1/2 não apresentaram 
diferença entre os grupos. 
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Figura 9: Curva concentração-tempo da média da concentração do analito 
enalapril nos grupos Enalapril (z, 4 µmol/Kg, i.v., n=5) e NCX899 ({, 4 µmol/Kg, 
i.v., n=5) em plasma de cão. Os valores são expressos em média ± DP. 
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Tabela 5: Valores dos parâmetros farmacocinéticos do analito enalapril analisados 
nos grupos Enalapril (4 µmol/Kg, i.v., n=5) e NCX899 (4 µmol/Kg, i.v., n=5) em 
plasma de cão. Os valores são expressos como média ± DP. 
 
 Analito Enalapril  
Parâmetros Enalapril NCX899
C  (0 µg/l) 2897,87 ± 679,02 742,62 ± 148,88*
C  (max µg/l) 2110,00 ± 465,73 522,40 ± 131,76*
ASC  (0-24 h µgh/l) 704,53 ± 158,86 229,37 ± 51,32*
Ke (1/h) 0,70 ± 0,15 0,91 ± 0,19
T  (h)1/2 0,17 ± 0,02 0,22 ± 0,05
Vd (l/kg) 0,72 ± 0,14 2,82 ± 0,76*
Cl (l/h/kg) 2,95 ± 0,64 9,05 ± 1,87*
*P < 0,05 comparado com o grupo Enalapril. 
 
 
 
3.2.3 - Análise dos parâmetros farmacocinéticos do analito enalaprilato 
 
O traçado da curva concentração-tempo do plasma e os parâmetros 
farmacocinéticos do analito enalaprilato dos grupos Enalapril (4 µmol/Kg, i.v., n=5) 
e NCX899 (4 µmol/Kg, i.v., n=5) estão demonstrados na Figura 10 e Tabela 6. Os 
valores de ASC0-24h, C0 e Cmáx do analito enalaprilato não foram diferentes 
estatisticamente entre o grupo NCX899 quando comparado ao grupo Enalapril. Os 
demais parâmetros também não apresentaram diferenças estatísticas. 
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Figura 10: Curva concentração-tempo da média da concentração do analito 
enalaprilato dos grupos Enalapril (z, 4 µmol/Kg, i.v., n=5) e NCX899 ({, 4 
µmol/Kg, i.v., n=5) em plasma de cão. Os valores são expressos como média ± 
DP.  
 
 
Tabela 6: Valores dos parâmetros farmacocinéticos do analito enalaprilato 
analisados nos grupos Enalapril (4 µmol/Kg, i.v., n=5) e NCX899 (4 µmol/Kg, i.v., 
n=5) em plasma de cão. Os valores são expressos como média ± DP. 
 
 Analito Enalaprilato  
Parâmetros Enalapril NCX899
C  (0 µg/l) 883,32 ± 172,25 1025,74 ± 91,34
C  (max µg/l) 694,20 ± 130,56 903,20 ± 97,18
ASC  (0-24 h µgh/l) 4149,27 ± 847,30 5159,23 ± 514,88
Ke (1/h) 0,21 ± 0,01 0,21 ± 0,04
T  (h)1/2 3,26 ± 0,13 3,69 ± 0,31
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3.3 - Avaliação da Atividade da ECA 
 
Os grupos NCX899 e Enalapril mostraram que a atividade da enzima 
conversora de angiotensina foi abolida durante as 4 horas após administração das 
drogas (Figura 11). Eles mantiveram similar atividade de inibição enzimática, 
exceto no tempo 24 h quando os animais tratados com NCX899 apresentaram 
uma significativa inibição (32,80 ± 0,81%) quando comparado com o grupo 
Enalapril (18,19 ± 5,82%; P < 0,05). 
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Figura 11: Efeito do grupo NCX899 (□, 4 µmol/Kg, i.v., n=5) e Enalapril (■, 4 
µmol/Kg, i.v., n=5) na atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) em 
soro de cães. Os dados são apresentados como porcentagem de variação aos 
valores basais (média ± E.P.M.). *P < 0,05 foram considerados significantes 
quando comparados ao basal. #P < 0,05 foram considerados significantes quando 
comparados entre grupos. 
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3.4 - Relação Farmacocinética e Farmacodinâmica 
 
A Figura 12 representa a porcentagem de inibição da ECA no soro em 
função da média das concentrações plasmáticas de enalaprilato. A relação entre 
as concentrações no soro de enalaprilato e a porcentagem de inibição da ECA foi 
descrita com base no modelo de Michaelis-Menten. A equação é representada por 
Y = Ymax.[X]/(I50+[X]), onde Y representa a % de inibição da ECA, [X] a 
concentração de enalaprilato (µg/l), I50 a concentração de enalaprilato que causa 
50% de inibição da ECA e Ymax a máxima inibição da ECA correlacionada com os 
valores basais. Os valores de I50 obtidos da curva por regressão linear para os 
grupos NCX899 e Enalapril foram 29,1 ± 2,7 µg/l e 31,9 ± 3,7 µg/l, enquanto os 
valores de Ymax foram 100,8 ± 1,1% e 100,9 ± 1,3%, respectivamente. 
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Figura 12: Relação entre os valores médios da % de inibição da ECA no soro e a 
concentração média plasmática de enalaprilato obtida após a administração de 
Enalapril (z, 4 µmol/Kg, i.v., n=5) e NCX899 ({, 4 µmol/Kg, i.v., n=5). 
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3.5 - Parâmetros Hemodinâmicos 
 
Foram observados os efeitos do Veículo, NCX899 e Enalapril na pressão 
arterial média (PAM), freqüência cardíaca (FC), índice cardíaco (IC) e índice de 
resistência vascular sistêmica (IRVS), em cães anestesiados. 
A infusão de Enalapril (20 µg/Kg/min), NCX899 (20 µg/Kg/min) e Veículo 
(solução fisiológica 0,9%) não afetaram significativamente os valores basais de 
PAM, FC, IC e IRVS. 
No entanto, o aumento na PAM induzida pela infusão aguda de L-NAME 
(0,1 - 10 mg/Kg) foi atenuado (mas não abolido) nos cães que receberam 
NCX899, particularmente nas doses de 3 e 10 mg/Kg de L-NAME (Figura 13), 
quando comparado com os grupos Veículo e Enalapril (P < 0,05). Já entre os 
grupos tratados com Enalapril e Veículo, nenhuma mudança significativa pode ser 
observada. 
Basal Droga 0.1 0.3 1.0 3.0 10.0
60
80
100
120
140
*
*
* *
# #
L-NAME (mg/Kg)
PA
M
 (m
m
H
g)
 
Figura 13: Efeito do L-NAME (0,1 - 10 mg/kg) na pressão arterial média (PAM) 
nos animais pré-infundidos com NCX899 (○, 20 µg/Kg/min, n=4), Enalapril (●, 20 
µg/Kg/min, n=4), ou Veículo (■, solução fisiológica 0,9%, n=4). Os valores foram 
expressos como média ± EPM. *P < 0,05 foram considerados significativos 
quando comparados com o respectivo basal. #P < 0,05 foram considerados 
significativos quando comparados entre grupos. 
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Nos grupos Enalapril e NCX899, a FC foi diminuída em 35,1% (de 167 ± 4 
para 108,3 ± 5,9 bpm, P < 0,05) e 19,1% (de 162 ± 8 para 131 ± 7,1 bpm, P < 
0,05) quando comparado com valores basais, respectivamente (Figura 14). Não foi 
observada nenhuma diferença entre os grupos Veículo e Enalapril. Para as doses 
de 3 e 10 mg/Kg de L-NAME, a freqüência cardíaca observada no grupo NCX899 
foi significativamente diferente dos valores observados nos grupos Veículo e 
Enalapril (P < 0,05). 
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Figura 14: Efeito do L-NAME (0,1 - 10 mg/kg) na freqüência cardíaca (FC) nos 
animais pré-infundidos com NCX899 (○, 20 µg/Kg/min, n=4), Enalapril (●, 20 
µg/Kg/min, n=4), ou Veículo (■, solução fisiológica 0,9%, n=4). Os valores foram 
expressos como média ± EPM. *P < 0,05 foram considerados significativos 
quando comparados com o respectivo basal. #P < 0,05 foram considerados 
significativos quando comparados entre grupos. 
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Os dados apresentados na Figura 15, demonstram que o IC apresentou 
queda nos grupos Veículo, Enalapril e NCX899 de 40,9% (de 4,11 ± 0,45 para 
2,43 ± 0,25 l/min/m2), 36,2% (de 4,11 ± 0,45 para 2,62 ± 0,27 l/min/m2) e 30,9% 
(de 3,91 ± 0,30 para 2,70 ± 0,10 l/min/m2), respectivamente, durante a realização 
da curva de L-NAME (0,1 - 10 mg/Kg). 
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Figura 15: Efeito do L-NAME (0,1 - 10 mg/kg) no índice cardíaco (IC) nos animais 
pré-infundidos com NCX899 (○, 20 µg/Kg/min, n=4), Enalapril (●, 20 µg/Kg/min, 
n=4), ou Veículo (■, solução fisiológica 0,9%, n=4). Os valores foram expressos 
como média ± EPM. *P < 0,05 foram considerados significativos quando 
comparados com o respectivo basal. 
 
 
 
 
 
 
72
A infusão de L-NAME (0,1 - 10 mg/Kg) produziu aumento do IRVS nos 
grupos de cães pré-tratados com Enalapril, NCX899 e Veículo. Este aumento foi 
de 125,3% (1,54 ± 0,45 para 3,47 ± 0,33 dyna.s/cm5/m2), 81,8% (1,60 ± 0,30 para 
2,91 ± 0,28 dyna.s/cm5/m2) e de 119% (1,63 ± 0,45 para 3,57 ± 0,30 
dyna.s/cm5/m2), para os grupos Enalapril, NCX899 e Veículo, respectivamente. 
Estes dados estão representados na Figura 16. 
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Figura 16: Efeito do L-NAME (0,1 - 10 mg/kg) no índice de resistência vascular 
sistêmica (IRVS) nos animais pré-infundidos com NCX899 (○, 20 µg/Kg/min, n=4), 
Enalapril (●, 20 µg/Kg/min, n=4), ou Veículo (■, solução fisiológica 0,9%, n=4). Os 
valores foram expressos como média ± EPM. *P < 0,05 foram considerados 
significativos quando comparados com o respectivo basal. 
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3.6 - Agregação Plaquetária 
 
3.6.1 - Amostras de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) 
 
Na Figura 17, podemos observar o efeito do SNP, NCX899 e Enalapril na 
agregação plaquetária induzida pelo ADP (1 a 10 µM) em plasma rico em 
plaquetas. O SNP (0,1 a 100 µM) inibiu a agregação plaquetária em 
aproximadamente 85%, sendo que na menor concentração 0,1 µM, o SNP 
apresentou uma inibição de 11,1%. Enquanto o NCX899 (0,1 a 100 µM) inibiu 
27,4% a agregação plaquetária na sua maior concentração. O NCX899 foi 
considerado significativamente diferente quando comparado ao veículo e ao SNP. 
Quando comparado ao Enalapril, o NCX899 foi significativamente diferente 
apenas na maior concentração avaliada (100 µM).  
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Figura 17: Efeito da incubação (2 min) do SNP (#; 0,1 a 100 µM, n=4), NCX899 
(□; 0,1 a 100 µM, n=4) ou Enalapril (■; 10 e 100 µM, n=4) na agregação induzida 
por  (1 a 10 µM) de ADP em amostras de PRP. Os dados são expressos em 
média ± EPM. *P < 0,01 foram considerados significantes, na comparação entre o 
grupo NCX899 e SNP. ##P < 0,01 foram considerados significantes entre os 
grupos NCX899 e Enalapril. 
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3.6.2 - Amostras de Plaquetas Lavadas (PL) 
 
Na Figura 18, podemos observar o efeito do SNP, NCX899 e Enalapril na 
agregação plaquetária induzida pela trombina (10 a 100 mU/ml) em amostra de 
plaquetas lavadas. O SNP (0,1 a 100 µM) inibiu aproximadamente 100% a 
agregação plaquetária induzida pela trombina. O NCX899 (0,1 a 100 µM) inibiu 
40,7% a agregação plaquetária na sua maior concentração. O NCX899 foi 
considerado significativamente diferente quando comparado ao veículo, ao SNP e 
ao Enalapril.  
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Figura 18: Efeito da incubação (2 min) do SNP (#; 0,1 a 100 µM, n=4), NCX899 
(□; 0,1 a 100 µM, n=4) e Enalapril (■; 10 e 100 µM, n=4) na agregação induzida 
por (10 a 100 mU/ml) de trombina em amostras de PL. Os dados são expressos 
em média ± EPM. *P < 0,01 foram considerados significantes, na comparação 
entre o grupo NCX899 e SNP. #P < 0,05 ou ##P < 0,01 entre os grupos NCX899 e 
Enalapril. 
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4 - DISCUSSÃO 
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O arsenal de medicamentos disponíveis para o tratamento da hipertensão 
arterial permite intervenções em vários sistemas e mecanismos envolvidos na 
gênese e na patologia já instalada. Alguns parâmetros, entretanto, representam 
desafios no tratamento anti-hipertensivo, tais como a manutenção do tratamento e 
o permanente controle da pressão arterial ao longo do tratamento. Estes fatores 
são certamente os maiores determinantes do sucesso que se imagina ter com as 
intervenções medicamentosas.  
Para caracterizar estudos com um novo fármaco, se faz necessária a 
compreensão do mecanismo de ação, de seus efeitos e de suas propriedades 
farmacocinéticas. Atualmente, vários estudos têm demonstrado que a associação 
de drogas com atividades farmacológicas pré-estabelecidas pode melhorar a 
terapêutica anti-hipertensiva (MARTELLI et al., 2006). Uma delas está relacionada 
com a adição de uma molécula de NO em fármacos de referência (NAPOLI e 
IGNARRO, 2003), já que o NO é um dos mediadores que controla a homeostasia 
vascular. 
No presente trabalho, a farmacocinética do NCX899 (nitro-derivado do 
enalapril) foi avaliada em cães sadios, em comparação ao maleato de enalapril 
(inibidor da ECA de referência). Nesta análise, realizamos a determinação dos 
analitos nitro-enalapril, enalapril e enalaprilato pelo método LC-MS/MS, através do 
qual diferentes parâmetros analíticos foram desenvolvidos, possibilitando que se 
conseguisse determinar um limite inferior de quantificação (LIQ) de 0,5 ng/ml. Isso  
caracteriza que o método, além de ser exato e preciso, apresenta grande 
sensibilidade, podendo ser comparado com outros estudos que também 
realizaram a quantificação dos analitos enalapril e enalaprilato através de um 
sistema semelhante ao utilizado (YOON et al., 2004; GU et al., 2004).  
Os valores dos analitos enalapril, enalaprilato e nitro-enalapril foram 
avaliados em ambos os grupos (Enalapril e NCX899) após a administração de 
uma simples dose. Os valores de C0, Cmáx e ASC0-24h plasmáticos do analito 
enalapril quantificados no grupo NCX899 foi significativamente menor (P < 0,05) 
em relação ao grupo Enalapril. Isso demonstrou uma diferença na quantidade total 
do analito enalapril na circulação sistêmica. Estes baixos valores de quantidades 
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plasmáticas do analito enalapril no grupo NCX899, não são considerações tão 
relevantes, já que não houve diferença significativa na quantificação do metabólito 
ativo do enalapril, o enalaprilato, entre ambos os grupos. Esses dados 
caracterizam semelhante perfil metabólico (concentração de enalaprilato) da 
molécula de nitro-enalapril quando comparado à molécula enalapril, já que o nitro-
enalapril, após sofrer algumas reações, produz o enalaprilato. Uma das hipóteses 
quanto a diferença significativa da concentração do analito enalapril em ambos os 
grupos, mas similar concentração de enalaprilato, é que parte da molécula do 
nitro-enalapril esteja sendo metabolizado em nitro-enalaprilato e em seguida em 
enalaprilato. 
Todavia, o grupo NCX899 inibiu a atividade enzimática da ECA de modo 
tempo-dependente, e essa inibição persistiu até 24 horas após sua administração. 
O mesmo pôde ser observado em nossos resultados com o grupo Enalapril, o que 
já é bem fundamentado em trabalhos previamente publicados com inibidores da 
ECA (TAKADA et al., 1982; MENG et al., 1995). Com isso, podemos sugerir que a 
inibição da ECA deve estar relacionada com a presença, em ambos os grupos, de 
enalaprilato, o metabólito ativo do enalapril.  
Os dados da inibição da ECA podem ser utilizados como apropriada 
medida farmacodinâmica aguda. A Figura 11 demonstra que as curvas de inibição 
da ECA no soro, versus tempo, foram semelhantes para as duas drogas. A 
inibição máxima da ECA (aproximadamente 100% em relação aos valores basais) 
foi observada por 4 horas após a administração do Enalapril ou NCX899. Após 
esse instante, foi observada inibição menor que 50% ao longo das 4 horas 
seguintes. 
Com base na relação entre as concentrações de enalaprilato circulante e o 
grau de inibição da ECA sérica (Figura 12), observamos que o grau de inibição da 
enzima não é diretamente proporcional às concentrações de enalaprilato 
circulantes (salvo na região das concentrações de enalaprilato mais baixas). Deste 
modo, concentrações maiores de enalaprilato promovem inibição quase total da 
atividade da ECA, e assim, a medida da atividade da ECA não parece ser um 
 
78
modelo farmacodinâmico apropriado para avaliar biodisponibilidade desta classe 
de hipotensores.  
Além disso, o resultado da atividade enzimática mostra que o NCX899 
possui um melhor perfil de inibição da ECA, embora não significativo, quando 
comparado ao maleato de enalapril. Este efeito talvez esteja relacionado à 
associação da molécula de NO com o inibidor da ECA, já que estudos relatam que 
o NO endógeno e exógeno podem modular diretamente a enzima conversora de 
angiotensina (HIGASHI et al., 1995; ACKERMANN et al., 1998; PERSSON et al., 
2000). 
Uma das possíveis explicações para atuação do óxido nítrico na ECA está 
relacionada ao sítio ativo desta enzima. A enzima, que é uma carboxipeptidase, 
separa pares de aminoácidos básicos, e seu sítio ativo é composto por um átomo 
de zinco (WEI et al., 1991). Como o NO consegue se ligar ao Fe2+ da guanilato 
ciclase (DEINUM et al., 1996) e da hemoglobina (SAMPATH et al., 1994), sugere-
se que este se ligue ao Zn2+ encontrado na ECA (PERSSON et al., 2000), já que 
os inibidores da ECA atuam neste mesmo sítio ativo. Outros trabalhos também 
demonstraram que o NO modula a inibição da ECA em ratos (ACKERMANN et al., 
1998) e porcos (PERSSON e ANDERSSON, 1999).  
Todavia, já é bem estabelecido que o óxido nítrico possui um papel 
fundamental no controle da pressão arterial, através da manutenção de um estado 
ativo de vasodilatação (MONCADA e HIGGS, 1993). A administração aguda do 
inibidor não-seletivo da NO sintase, L-NAME, aumenta a resistência vascular 
sistêmica e a pressão arterial, as quais podem estar associadas com a diminuição 
do débito cardíaco e freqüência cardíaca (GARDINER et al., 1990; VAN 
GELDEREN et al., 1993; STAMLER et al., 1994).  
Consequentemente, em nossos estudos, a administração aguda de L-
NAME em cães anestesiados elevou de maneira dose-dependente a pressão 
arterial, que foi acompanhada pela bradicardia. Simultaneamente, a infusão de 
enalapril nestes animais não afetou a pressão sangüínea nem a freqüência 
cardíaca. Assim, de maneira semelhante ao encontrado em estudos prévios em 
cães, nossos resultados mostraram que as alterações cardiovasculares 
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provocadas pelo L-NAME não são dependentes da ativação da ECA (ZAPPELLINI 
et al., 1996).  
Inibidores da ECA são freqüentemente efetivos no tratamento de alterações 
cardiovasculares produzidas pela inibição prolongada da síntese de NO. Nessa 
condição, a hipertensão arterial é geralmente acompanhada por alterações 
estruturais no coração, tais como fibroses do miocárdio, necroses, hipertrofia 
ventricular e alterações estruturais das artérias coronárias (MORENO et al., 1995; 
ZATZ e BAYLIS, 1998). 
Diante do exposto acima, fica claro que a participação do sistema renina-
angiotensina desempenha um papel fundamental no desenvolvimento da 
hipertensão decorrente da inibição crônica, mas não aguda, da síntese de NO 
(GRACIANO et al., 2004).   
Em nossos estudos, a infusão do NCX899 nos animais atenuou a 
hipertensão, bradicardia e vasoconstrição periférica induzidas pelo L-NAME. Estes 
parâmetros hemodinâmicos observados são interessantes, pois sugerem que há 
liberação endovenosa do NO exógeno do analito nitro-enalapril, e que este 
mediador atua diretamente impedindo a vasoconstrição provocada pela deficiência 
aguda de NO em cães tratados com L-NAME.  
Além disso, é sabido que o NO atua na manutenção das atividades 
antitrombóticas do endotélio. É um mediador cujo radical livre é altamente instável, 
e que potencializa a inibição da adesão (RADOMSKI et al., 1987) e agregação 
plaquetárias (RADOMSKI et al., 1990). O NO é sintetizado pela NOS constitutiva 
das células endoteliais (PALMER et al., 1987), e pelas próprias plaquetas 
(RADOMSKI et al., 1990). Como as plaquetas são elementos que tendem a aderir 
à parede dos vasos, e se agregarem formando trombos, o NO liberado pela célula 
endotelial difunde-se rapidamente para o interior das plaquetas, descolando-as da 
parede dos vasos. 
O NO liberado pelo endotélio atravessa as membranas plaquetárias e liga-
se ao grupo heme da GCs. A ligação heme ativa a GCs e aumenta a produção de 
GMPc. Nitrovasodilatadores, como gliceril trinitrato (GTN) e nitroprussiato de sódio 
(SNP), são amplamente empregados na terapia de doenças cardiovasculares 
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devido à capacidade de liberar óxido nítrico. Assim, tanto GTN quanto SNP, 
através do aumento da disponibilidade do NO, exibem suas propriedades 
antitrombóticas influenciando a resposta das plaquetas circulantes (IGNARRO e 
KADOWITZ, 1985). 
Nossos resultados demonstraram diferenças na intensidade das respostas 
do NCX899, enalapril e SNP na agregação plaquetária, entre as amostras de 
plasma rico em plaquetas (PRP) e plaquetas lavadas. Este aumento da 
intensidade das respostas das plaquetas lavadas pode ser decorrente da 
sensibilidade dessas plaquetas, pois são plaquetas que foram isoladas do plasma 
rico em componentes tais como as enzimas superóxido dismutase (SCHETTLER 
et al., 1998), que seqüestram substâncias como o óxido nítrico.  
Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o NCX899 inibe a 
agregação plaquetária quando induzida pelo ADP em PRP, ou pela trombina em 
plaquetas lavadas. 
Estudos in vitro demonstram que o enalapril não afeta o mecanismo 
antiplaquetário (MOSER et al., 1997), embora in vivo o mesmo não foi observado 
(SHANKAR et al., 2001). Inibidores da ECA juntamente com drogas doadoras de 
NO podem aumentar a resposta na inibição da agregação plaquetária (PERSSON 
et al., 2000). TSUI e colaboradores (2003) demonstraram que S-nitrosocaptopril, 
um derivado do inibidor de ECA nitrosilado (captopril), é um potente inibidor 
plaquetário em ratos. No entanto, PERSSON e colaboradores (2000) 
demonstraram que o captopril não afetou a agregação plaquetária, mas o 
enalaprilato (metabólito ativo do enalapril), em altas concentrações, reduziu a 
agregação. Este efeito foi mais evidente com a atuação conjunta com um doador 
de NO. 
Sendo assim, nossos resultados sugerem que o NCX899 esteja liberando 
sua molécula de NO, já que seu efeito foi significativamente diferente do enalapril 
sozinho. Contudo, como demonstrado anteriormente, estudos in vitro com 
enalaprilato e in vivo com enalapril mostram que o enalapril tem efeito na atividade 
plaquetária. Estes resultados reforçam que a ação conjunta do inibidor da ECA 
com o NO exógeno pode ter grande papel na modulação plaquetária in vivo. 
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5 - CONCLUSÃO 
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Embora existam algumas diferenças nas características farmacocinéticas 
entre as moléculas de nitro-enalapril e enalapril, nossos resultados sugerem que o 
perfil metabólico (concentração de enalaprilato) entre o NCX899 e o maleato de 
enalapril é semelhante.  
Na avaliação farmacodinâmica, através da atividade da ECA, o NCX899 
inibe a atividade da enzima conversora de angiotensina in vivo e inibe a 
agregação plaquetária in vitro. 
Além disso, a atuação conjunta do NO exógeno e do inibidor da ECA 
(enalapril) pode modular processos cardiovasculares, atenuando a hipertensão 
arterial, bradicardia e vasoconstrição periférica induzida pela administração aguda 
do inibidor da NOS, o L-NAME.  
Como conclusão, verificamos com este estudo que o NCX899, em 
comparação ao maleato de enalapril, representa uma nova perspectiva terapêutica 
no controle de distúrbios cardiovasculares. 
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